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APRESENTACAO

Amicrobiologia tem sido um assunto recorrente nos Gltimos anos, desde os corredores
universitarios aos locais informais, as conversas vao desde as bactérias multirresistentes,
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de
pandemia viral que marcara na historia o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui
0 estudo dos seres vivos microscépicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia,
estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e
com o ambiente além de aplicagdes biotecnoldgicas.

Como ciéncia, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atras, e tem passado
por constantes avangos gracas a descobertas e inovacdes tecnolbgicas. Sabemos que
0s microrganismos sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de
conhecimento que havia antes da invencdo do microscéopio hoje ndo é mais um problema
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias,
virus, fungos e protozoarios.

A grande importancia dessa tematica se reflete no material de qualidade ja publicado
na Atena Editora e mais uma vez recebe os nossos holofotes com o tema “Projetos
Inovadores e Produgdo Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas
desenvolvidas em diversos institutos do territorio nacional contendo analises de processos
biol6gicos embasados em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacéao
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Temas ligados a inovagé@o e tecnologia microbiana s@o, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela saide em seus aspectos microbiologicos.
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais
pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A ampla utilizagdo de drogas
antimicrobianas tem provocado a selecéo de
micro-organismos resistentes e, neste contexto,
uma das alternativas mais promissoras sé&o
o estudo e o emprego de antimicrobianos de
origem vegetal. A Gallesia integrifolia (Spreng)
Harms, familia Lecythidaceae, € uma espécie
nativa da Floresta Atlantica utilizada em projetos
de reflorestamento e como planta medicinal
pela populacéo; entretanto, estudos sobre sua
atividade antimicrobiana s@o escassos. Desta
forma, o objetivo do presente estudo foi fornecer
dados cientificos a respeito dessa espécie
quanto ao seu potencial antimicrobiano. Para
tanto, avaliou-se a atividade antibacteriana e
antifingica de extratos aquosos das folhas de
Gallesia integrifolia submetida a diferentes niveis
de intensidade da luz durante crescimento do
vegetal. Para o estudo, utilizaram-se fungos
do género Candida; C. albicans, C. krusei e
C. parapsilosis e bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo, ap6s o qual se procedeu
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a determinagcdo da concentracdo fungicida/
bactericida minima. Os resultados obtidos
mostraram que 0s extratos ndo apresentaram
propriedades antifingicas. Contudo, observou-
se acao bacteriostatica sobre E. coli a 1000ug.
mL"'. A disponibilidade de radiagdo luminosa
durante o desenvolvimento das plantas de
G. integrifolia nao exerceu influéncia sobre
o0 potencial antimicrobiano de seus extratos.
Assim, o presente estudo demonstrou a agéo
antibacteriana da espécie sobre E. coli, o que
condiz com os dados da literatura que relatam a
maior sensibilidade das bactérias Gram negativas
sobre extratos de G. integrifolia, e sugere a
continuidade nos estudos para elucidacao das
propriedades antimicrobianas dessa espécie
vegetal.

PALAVRAS - CHAVE: Pau d’alho. Floresta
Atlantica. Fitoterapicos.

ABSTRACT: The wide use of antimicrobial
drugs has led to the selection of resistant
microorganisms. In this context, one of the most
promising alternatives is antimicrobials of plant
origin. Gallesia integrifolia (Spreng) Harms,
Lecythidaceae family, is a native species of the
Atlantic Forest used in reforestation projects
and as folk medicine; however, studies on its
antimicrobial activity are scarce. Therefore, the
objective of the present study was to provide
scientific data about this species regarding its
antimicrobial potential. For this purpose, the
antibacterial and antifungal activity of aqueous
extracts of G. integrifolia leaves submitted to
different levels of light intensity during plant
growth was evaluated. For the study, fungi of the
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genus Candida; C. albicans, C. krusei and C. parapsilosis and bacteria Escherichia coli and
Staphylococcus aureus were used. The microdilution broth method was used after which the
minimum fungicide/bactericide concentration was determined. The results showed that the
extracts had no antifungal properties. However, bacteriostatic action on E. coli at 1000ug.
mL" was observed. The availability of light radiation during the development of G. integrifolia
plants had no influence on the antimicrobial potential of their extracts. Thus, the present study
demonstrated the antibacterial action of the species on E. coli, which matches the data in the
literature reporting the higher sensitivity of Gram negative bacteria on G. integrifolia extracts,
and suggests continuity in the studies for elucidation of the antimicrobial properties of this
plant species.

KEYWORDS: antimicrobial; medicinal plant; Atlantic Forest; aqueous extract

11 INTRODUGAO

A familia Phytolaccaceae apresenta aproximadamente 13 géneros e 60 espécies
distribuidas amplamente na regido tropical, possuindo representantes nas Américas
Tropical e Subtropical, na Africa e na Asia Oriental.

Alguns géneros dessa familia, destacando-se o Gallesia Casar, limitam-se a regido
da América do Sul, compreendendo Bolivia, Brasil, Equador e Peru (STEINMANN, 2010).
A Gallesia integrifolia (Spreng) Harms é a unica representante do seu género, sendo uma
espécie nativa do Brasil com ocorréncias confirmadas em quatro dominios fitogeograficos:
Cerrado, Caatinga, Amazénia e Mata Atlantica (MARCHIORETTO, 2015).

Essa espécie é conhecida popularmente como pau-d’alho ou, em Tupi, por ibirarema,
que significa “arvore ruim”, devido ao cheiro caracteristico de alho que exala de todos os
6rgéos da planta (AKISUE, 1986). Tal propriedade é explicada pela presenca de metabdlitos
secundarios extremamente volateis constituidos por grupos sulfurados como a dimetil
sulfona, o metil metano tiossulfonato e o 1-metilsulfonil-2,3-ditiobutano (BARBOSA, 1997,
1999). Boa parte dos metabdlitos secundarios esta relacionada com mecanismo de defesa
natural da planta, possuindo propriedades antimicrobianas, antiparasitarias, antissépticas
e anestésicas, qualidades essas que tornam esses compostos fitoquimicos promissores
como fontes para o desenvolvimento de novos farmacos (FERNANDES JUNIOR et al.
2014).

Usos medicinais populares desta espécie vegetal foram relatados em muitos
estudos etnofarmacolégicos em diferentes paises de sua ocorréncia (BUSSMANN,
2010; BOTTAZZI, 2013). Na medicina popular, a sua forma de uso se da por meio de
chas realizados com folhas e cascas no tratamento de tosses, dores de garganta, diarreia,
asma, reumatismo, infec¢cbes de pele e garganta e combate a helmintos (BARBOSA, 1997;
AGRA, 2008; BIESKI, 2015). Carvalho (1994) observou que a espécie também possui
funcdo de repelente natural a varios insetos gracas a volatilidade de seus constituintes
quimicos. Além disso, as preparagdes de diferentes partes da planta estdo indicadas em
alguns paises latino-americanos nos tratamentos de infec¢cbes (bacterianas e fungicas) e
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manejo de abscessos por diferentes grupos étnicos na Bacia Amazo6nica (DUKE,2009).

Estudos cientificos comprovam o potencial antibacteriano (BUSSMANN, 2010;
ARUNACHALA, 2016), antifungico (FREIXA et al., 1998) e antiviral (ADEMIR, 2013) de
extratos feitos a partir da casca do caule e folhas de individuos adultos de G. integrifolia.
Entretanto, embora haja evidéncias de atividade antimicrobiana preliminar com extratos de
casca e folha de G. integrifolia, pouco se sabe sobre a acéo de extratos foliares de mudas
submetidas a diferentes niveis de radiacao luminosa dessa espécie, ainda que estudos ja
apontem a sua grande capacidade adaptativa a diferentes condicdes de sombreamento
(FEIJO, 2008).

Para esse estudo, foram selecionados micro-organismos de relevéancia clinica tais
como os fungos do género Candida e as bactérias Gram- negativa Escherichia colie Gram-
positiva Staphylococcus aureus.

O género Candida é constituido por leveduras com reproducdo sexuada e
assexuada, com mais de 200 espécies, onde aproximadamente 20 sdo consideradas
patogénicas (GIORDANI, 2015; LACAZ, 2002; MEIRELES, 2009). Essas leveduras fazem
parte da microbiota natural do corpo dos animais, colonizando a pele e as mucosas dos
tratos digestivo, urinario, bucal e vaginal e, sédo consideradas o principal grupo de fungos
patdégenos oportunistas. Dessa maneira, a candidiase é na maioria das vezes de origem
enddgena, ocorrendo como consequéncia de um distdrbio imunolégico do hospedeiro ou
por fatores de viruléncia destas leveduras, que possuem habilidade de colonizar, penetrar
e invadir o tecido (BROWN, 2007; HOLLENBAC, 2008).

A candidiase representa um problema de salde publica, pois a resisténcia de
isolados aos antifingicos convencionais e os relatos de reincidéncias da enfermidade, em
especial nos pacientes imunodeficientes ou em tratamentos prolongados com antibiéticos,
(SANGLARD, 2002; COLOMBO, 2003; POZZATTI, 2010; AHMAD, 2011) vem fazendo com
que o género Candida seja objeto cada vez mais presente em estudos relacionados a
atividade antimicrobiana (DUARTE, 2005).

A Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa que se encontra naturalmente
no trato digestério do homem. Sendo que, dentre seus diversos sorotipos, cinco foram
identificados como patogénicos (FORSYTHE, 2013). Tal bactéria é amplamente utilizada
como indicador em estudos e analises de contaminagéo fecal da a4gua e de alimentos, por
ser facilmente isolada e identificada. A contaminacéo por este patégeno pode provocar
quadro clinico de diarreia, febre, vémitos entre outras complicagdes (SILVA JR, 1995; JAY,
2005).

A Staphylococcus aureus, por sua vez, € uma bactéria do grupo dos cocos Gram-
positivos que também faz parte da microbiota humana e pode ser encontrada em diversas
partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele, podendo se alojar no tecido
e provocar lesdes, caso as barreiras naturais, pele e mucosas, estejam comprometidas por
trauma ou cirurgia (ROBERT; CHAMBERS, 2005; VELAZQUEZ-MEZA, 2005). As doencgas
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provocadas por essa bactéria podem ser decorrentes da invaséo direta dos tecidos, ou,
devido as toxinas que ela produz, acarretando doencas que vao desde uma infeccédo
simples, como espinhas e furinculos, até as mais graves, como pneumonia, meningite,
endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia (SCHECHTER; MARANGONI, 1998;
BRAUNWALD, 2002; ANDRIOLO, 2005). A S. aureus foi uma das primeiras bactérias a
serem controladas com a descoberta dos antibi6ticos, mas, devido a sua enorme capacidade
de adaptacgéo e resisténcia, tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro
das infecgOes hospitalares e comunitarias (SANTOS, 2007).

De acordo com Zuzarte (2012), as pesquisas por novas substancias fitoquimicas
capazes de combaterinfec¢gdes microbianas, ou mesmo melhorar a agéo dos antimicrobianos
comumente usados na medicina, tem se mostrado uma tendéncia promissora na busca de
avangos contra a resisténcia e a reducao nas limitagbes dos tratamentos convencionais,
como efeitos adversos e a alta toxicidade dos antimicrobianos sintéticos comerciais.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar se extratos de G. integrifolia
apresentavam atividade antimicrobiana, que além de contribuir para descobertas
farmacoldgicas, atua na valorizagéo e resgate da cultura popular, uma vez que o uso dessa
planta com intengdo medicinal ja € um habito incorporado em algumas comunidades, e
agrega importéncia na preservacéo da espécie por se tratar de uma planta com propriedades
medicinais.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta do material vegetal

Este estudo foi desenvolvido em area experimental no Campus Soane Nazaré de
Andrade, Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Rodovia Jorge Amado, km 16,
Bairro Salobrinho, localizado no municipio de Ilhéus, BA, nas coordenadas 39°13'59” de
longitude oeste e 14°45’°15” de latitude sul. Para tal, foram utilizadas mudas de Gallesia
integrifolia com 90 dias de idade, adquiridas no viveiro do Instituto Floresta Viva (IFV)
localizado no distrito de Serra Grande, Uruguca, BA (www.florestaviva.org.br).

As mudas foram plantadas em sacos plasticos com capacidade de 1,5 litros que
foram condicionados em tubos de PVC de 100 mm de didmetro com 250 mm de altura
com orificios de drenagem. Apds o plantio, as plantas, foram submetidas, durante 77 dias,
a trés tratamentos de disponibilidade de radiacéo luminosa: T1 (5,9 mol fétons m-2 dia-1)
T2 (2,3 mol fétons m-2 dia-1) e T3 (1,1 mol fétons m-2 dia-1), obtidos por meio de casas de
sombras cujas dimensdes foram de 1,2 x 1,2 x 1,0 m, com diferentes graus de cobertura de
tela. As medidas de radiagéo foram obtidas por meio dos sensores quéanticos presentes em
cada casa. Das 15 mudas presentes em cada tratamento, foram coletadas as folhas que
seguiram para secagem em estufa de circulagédo for¢cada de ar a 60°C.
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2.2 Obtencao do extrato

Extratos aquosos foram obtidos a partir das folhas de cada um dos trés tratamentos
identificados por T1, T2 e T3(se¢éo 2.1). Para tanto, pesou-se 5g de folhas trituradas que
foram transferidas para béqueres com 200 mL de 4gua destilada. Procedeu-se a fervura
durante 10 minutos, ap6s a qual, as solugdes foram filtradas para remocao de grandes
particulas e transferidas para tubos de polipropileno de 50 mL esterilizados. As solu¢des
foram entdo submetidas ao processo de liofilizagdo com equipamento Freeze dryer
(Freezone 6 - Labconco, Kansas City, MO) (ROZWALKA, 2008).

2.3 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados para o estudo foram os fungos leveduriformes
Candida albicans, ATCC 14057; C. parapsilosis, ATCC 22018; C. krusei, ATCC 6258,
gentilmente cedidos pelo Dr. Sydney Hartz Alves do Laboratério de Pesquisa em Micologia
(LAPEME) da Universidade Federal de Santa Maria, e as bactérias Staphylococcus aureus
INCQS 00249 (ATCC 25904) e Escherichia coli EPEC INCQS 00182 (CDC 086H35), da
colecdo de micro-organismos de referéncia em vigilancia sanitaria — CMRVS, FIOCRUZ-
INCQ, Rio de Janeiro, RJ.

2.4 Preparacao dos inéculos fungicos

Os inéculos fungicos foram preparados por meio de diluicdo de amostras, retiradas
de um pré-cultivo em agar Sabouraud dextrose (ASD) com cloranfenicol (50ug.mL"), em
solugéo salina a 0,9% seguido por contagem em camara de Neubauer para padronizar a
amostragem em 2.5 x 10° células.mL", valor recomendado para testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos (NCCL, 2002).

2.5 Preparacao dos in6culos bacterianos

Os in6culos bacterianos foram preparados tomando-se uma ou mais algcadas de
colénias mantidas em agar nutriente e diluindo-a em solugéo salina a 0,9%, até atingirem a
turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland (NCCL, 2006).

2.6 Determinacao da concentracao inibitéria e fungicida minima (CIM) frente
a leveduras do género Candida

Para a determinagéo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos extratos vegetais,
utilizou-se o teste de microdiluicdo em caldo de acordo com a Norma M27-A2 (CLSI,
2002) com modificagdes. Realizou-se diluicdo seriada dos extratos aquosos a partir
de uma solugdo méae a 10 mg.mL" em meio RPMI para as concentragbes de 3,9 a 500
pg.mL-1. Um volume das concentragdes dos extratos (100 pL) foi distribuido em placas
de 96 orificios em ftriplicata e adicionados de 100 pL de solugédo contendo 2.6 x 10% UFC.
mL- de leveduras. Como controles, utilizou-se: Clorexidina 1% (100uL de levedura + 100
uL da clorexidina); Meio RPMI (200pyL de Meio RPMI); Levedura (100pL da levedura +
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100uL de Meio RPMI); Extrato controle (100uL do extrato na concentragdo mais elevada
+ 100 pyL de Meio RPMI); Extrato teste (100uL Extrato nas diferentes concentragcbes +
100uL de levedura. As microplacas foram incubadas por 48 h a 36 +1°C, ap6s o qual foram
observadas de modo que a turbidez foi o critério utilizado para ratificar o crescimento de
levedura. Posteriormente, 10 pL de cada amostra localizada no meio da triplicata foram
transferidos em forma de spots para placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose
(ASD) com cloranfenicol (50ug.mL"). Por fim, as placas de Petri foram armazenadas a
36+1 °C. O crescimento das leveduras ou auséncia dele foi observado ap6s 24 horas.

2.7 Determinacao da concentracéo inibitéria e bactericida minima (CIM) frente
as bactérias E. colie S. aureus

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo de infusdo de cérebro
e coragao (Brain Heart Infusion — BHI) em microplacas de 96 orificios, de acordo com a
metodologia descrita segundo a norma M7-A7 do Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006), com modificacbes. Os orificios foram preenchidos com 90 yL do
meio BHI e, em seguida, acrescentaram-se 90 pL das solu¢des de extratos vegetais e fez-
se a diluicdo seriada de 7,81 a 1.000 yg.mL™", de modo que os 90 pL restantes da ultima
diluicdo, foram descartados. Logo, todos os pocos tinham 90 pL de meio acrescido da
amostra. O preparo dos micro-organismos sucedeu-se a partir da mistura de uma amostra
de cada bactéria até atingir turvagao igual a suspenséo do tubo 0,5 da escala McFarland
(aproximadamente 1,0 x 108 UFC.mL"") em frascos de vidro estéreis contendo 4 mL de NaCl
0,9%. Ulteriormente, distribuiram-se 10 pL das suspencdes das bactérias em cara orificio.

Como controles, utilizaram-se: Clorafenicol (50pg.mL") (10uL de bactéria + 90 pyL do
clorafenicol); Caldo BHI (100uL de Caldo BHI); Bactéria (10pL da levedura + 90uL de Caldo
BHI); Extrato controle (100pL do extrato + 100 pyL de Caldo BHI); Extratos testes (90uL do
extrato + 90 pL de Caldo BHI + 10pL de bactéria). O volume final em cada poco foi de 0,1
mL. Os tratamentos foram distribuidos por microplacas de 96 pogos, em triplicata, para
cada uma das espécies de bactérias: E. colie S. aureus.

As microplacas foram incubadas a 36+1 °C por 24 horas, para que, posteriormente,
os tratamentos fossem distribuidos em placas de Petri contendo 20 mL de agar nutriente
(AN) com cloranfenicol (50ug.mL"). Transferiram-se 10 pL de cada amostra localizada no
meio da triplicata. Por fim, as placas de Petri foram armazenadas a 36+1 °C. O crescimento
das bactérias ou auséncia dele foi observado apds 24 horas. Transcorrido o tempo de
crescimento bacteriano, realizou-se a interpretacdo dos resultados da seguinte maneira:
nas placas onde néo houve crescimento microbiano o extrato foi considerado como tendo
acao bactericida e naquelas cuja acéo inibitoria foi observada na placa de 96 orificios, mas
onde houve crescimento do micro-organismo no subcultivo, o extrato foi considerado como
tendo acéo bacteriostatica.

Também foram realizadas leituras com o revelador resazurina (0,01mg.mL™") a qual
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10uL foram adicionados em cada poco das microplacas nos testes com bactérias. No
decorrer de 2 horas a presenca de cor azul foi interpretada como auséncia de crescimento
e a presenca de cor rosa, crescimento bacteriano.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos utilizando o método de microdiluicdo para determinagéo da
atividade antifungica demonstraram que nenhum dos extratos apresentou acéo inibitéria
sobre as espécies de Candida utilizadas no estudo (Fig. 1).

Bl
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125pg.mL" o . e o
625 mL!

31,25ug.mb
15,65ug mL"|

781gmL |

350"
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250pg mL-* N O N Negativo
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31.25pgmL
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Figura 1. Determinagao da concentracao inibitéria minima (I) e concentracgéo fungicida minima
() dos extratos de G.integrifolia submetida a diferentes tratamentos de disponibilidade de
radiagdo luminosa. A — Candida albicans; B — C. krusei; C — C. parapsilosis. T1 (5,9 mol fétons
m-2 dia-1); T2 (2,3 mol fétons m-2 dia-1); T3 (1,1 mol fétons m-2 dia-1).

Fonte: Dados da pesquisa

A microdiluicdo € um método que possui vantagens quando se refere a produtos
naturais, uma vez que esses sdo obtidos em poucas quantidades. Além disso, € uma
técnica de baixo custo, simples, rapida, e mais sensivel que outros métodos usados na
literatura, de alto rendimento e que permite determinar a CIM dos produtos em estudo
(ELOFF, 1998; COWAN, 1999; GABRIELSON, 2002; LANGFIELD, 2004; CUSHNIE, 2005;
ALVES, 2008; OSTROSKY, 2008; SALAZAR-ARANDA, 2009; PALOMBO, 2011). Apesar de

possuir algumas limitagdes, tais como células de alguns micro-organismos que se aderem
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a base do poco, precipitagdo de compostos presentes em alguns extratos e a coloragédo
do extrato que em altas concentragdes podem acabar interferindo na anélise, essa técnica
ainda apresenta vantagens de uso sobre outras técnicas (OSTROSKY, 2008).

O Unico relato encontrado na literatura de testes antifungicos usando a G. integrifolia
foi 0 estudo desenvolvido por Freixa e colaboradores (1998), que visava a busca por novos
compostos antifungicos, e para tal foram selecionadas 19 espécies latino-americanos de
plantas utilizadas em medicina tradicional para varios fins, dentre essas se encontrava
a G. integrifolia, a qual segundo Sanz e Campos (2009) a raiz &€ muito utilizada por
comunidades peruanas para o tratamento de reumatismo. No trabalho de Freixa et al.
(1998) foram desenvolvidos dois extratos feitos com solventes diferentes, o metanol e o
diclorometano, e a avaliagdo do potencial antifungico foi realizada pelo método difuséo
em &gar, variante disco. O resultado obtido demostrou que o extrato de diclorometano
(10 mg / disco) da casca de raiz da G. integrifolia apresentou atividade antifungica contra
Candida albicans ATCC 10231, Cladosporium cladosporioides CECT 2111, Cryptococcus
neoformans CECT 1075, Fusarium oxysporum var.pinaster, Microsporum gypseum CECT
2908, Penicillium purpurogenum CECT 2314, Saccharomyces cerevisiae CECT 1324 e
Tricophyton mentagrophytes CECT 2795, demostrando assim a presenca de substancias
bioativas nessa espécie.

Comparando-se com os resultados do presente estudo, infere-se que duas variaveis
podem estar atuando nesse potencial antifungico encontrado por Freixa et al. (1998): o
solvente e o 6rgéo da planta que é utilizado. A obtengéo do composto biologicamente ativo
a partir de um material vegetal &€ dependente do tipo de solvente usado no processo de
extracdo (DAS, 2010). Na extracdo de compostos hidrofilicos, por exemplo, sdo usados
solventes polares tais como metanol, etanol ou acetato de etila. J& para compostos mais
lipofilicos, sdo usados diclorometano ou uma mistura de diclorometano / metanol na
proporcéo de 1:1 (SASIDHARAN, 2011). Uma vez que a polaridade do solvente reflete na
eficiéncia da extragdo para as diferentes substancias presentes no tecido vegetal, uma das
explicacdes para os dados de atividade antifungica desse estudo ndo condizerem com o
potencial relatado na literatura é a diferenca de polaridade entre os solventes escolhidos,
visto que a agua é um solvente polar e o diclorometano € um composto apolar imiscivel em
agua com alta capacidade de dissolucdo de solventes organicos (AFONSO, 2009).

A outra justificativa se baseia nas diferentes taxas de sintese e acumulo de
metabdlitos secundarios, denominados de principios ativos, que sdo os principais
responsaveis pela atividade bioldgica presente nos vegetais, de acordo com o 6rgéo da
planta. Para as plantas, estas substancias possuem a fungéo de melhorar suas condi¢cbes de
sobrevivéncia no ambiente, atuando com atividades de protec¢ado contra pragas e doencas,
atracdo de polinizadores, agéo alelopatica, etc. Esses compostos ndo sédo estaveis e nem
se distribuem de maneira homogénea, podendo assim, estarem concentrados nas raizes,

rizomas, ramos, caules, folhas, sementes ou flores. Ademais, seus teores variam de acordo
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com a época do ano, hora de coleta, solo ou clima onde vive a planta (CORREA, 1998)

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio da determinagéo
da menor quantidade dos extratos em estudo necessario para inibir o crescimento das
bactérias de interesse. Para tal, assim como para testar a atividade antifingica, para a
atividade antimicrobiana, usou-se 0 método de microdiluicdo para indicacdo da CIM e o
subcultivo em placas de Petri para determinacdo da CBM.

Pbde-se observar que no teste realizado com E. coli (Fig. 2), ao adicionar a
resazurina, a primeira linha de pocos apresentou coloracao azulada indicando a inibi¢gdo do
crescimento dessa bactéria nas maiores concentragdes de todos os extratos. Ja no teste
realizado com a bactéria S. aureus, a reagdo com resazurina detectou viabilidade celular
(coloracao résea) em todos os pogos com amostras, ou seja, houve auséncia de inibicao do
crescimento destas bactérias pelos extratos aquosos obtidos de G. integrifolia submetida a
diferentes disponibilidades de radiagdo luminosa. A coloragéo rosea indica a oxi-redugéo da
resazurina em resarufina, reagdo essa gerada por meio do ganho de hidrogénio por flavinas
ligadas a enzimas relacionadas com o sistema de transporte durante o metabolismo celular,
indicando, portanto, a presencga de bactérias viaveis (KONEMAN, 1997).

No caso da determinacdo da CBM, pode-se constatar que houve crescimento
bacteriano, tanto da E. coli quanto da S. aureus, nas placas, indicando assim que 0s
extratos nas maiores concentragdes possuem acdo somente bacteriostatica (inibicao do
desenvolvimento das bactérias) sobre E. coli.

Figura 2. Determinag&o da concentragéo inibitéria minima e concentragéo bactericida minima
dos extratos de G.integrifolia submetida a diferentes tratamentos de disponibilidade de radiagcdo
luminosa sobre Escherichia coli. T1 (5,9 mol fétons m-2 dia-1); T2 (2,3 mol fétons m-2 dia-1);
T3 (1,1 mol fétons m-2 dia-1).

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados obtidos da concentracao inibitéria minima e concentragéo bactericida
minima dos extratos de G. integrifolia estdo resumidos na Tabela 1.

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 4 “



Extrato de E. coli S. aureus

G.integrifolia (ug. (ATCC 22018) (ATCC 25904)
mL-1) ciM CBM CIM CBM
T 1.000 - - -
T2 1.000 - - -
T3 1.000 - - -

Tabela 1. Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos
extratos de G. integrifolia submetida a diferentes disponibilidade de radiagédo luminosa frente a
E. colie S. aureus.

Legenda: T1 - 5,9 mol fétons m2 dia™'; T2 - 2,3 mol fétons m? dia-'; T3 - 1,1 mol fétons m2dia™.

Fonte: Dados da pesquisa

Analisando os resultados obtidos dos extratos aquosos de folhas da G. integrifolia,
observa-se que esses apresentaram apenas potencial de acdo antimicrobiana frente a E.
coli, onde foi comprovado efeito inibitério com agéo bacteriostatica na maior concentracéo.
Essa resposta condiz com dados encontrados na literatura sobre o potencial antibacteriano
dessa espécie vegetal, cujos resultados demostraram que bactérias Gram-negativas sao
mais sensiveis aos compostos extraidos da G. intregifolia quando comparado com testes
em bacterias Gram-positivas (ARUNACHALAM, 2016).

No estudo de Arunachalam et al (2016) foi avaliado a atividade antibacteriana in vitro
e in vivo e o modo de acdo do extrato hidroetanolico da casca do caule de G. integrifolia.
A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo contra onze cepas
de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes) e Gram-negativas
(Escherichia coli, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium e Shigella flexneri). Neste estudo, também foi estabelecido o modo
de acdo do extrato o qual foi pela permeabilidade da membrana externa, vazamento de
nucleotideos e ensaios de efluxo de potassio. Os resultados desse estudo demostraram
que os extratos tinham acgéo bacteriostatica mais ativa sobre bactérias Gram-negativas
e que houve associagcdo com o modo de agédo das substancias vegetais a mudancgas da
membrana bacteriana causada por um aumento de sua permeabilidade.

As bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos antibidticos pela presenca
de uma membrana exterior da parede celular bacteriana que atua como uma barreira
seletiva (VAARA, 1983). Assim, alguns antibi6ticos ndo sdo capazes de se infiltrar na
membrana desses organismos e com isso ndo apresentam eficacia frente a essas bactérias
(YI;ZHU;FU, 2010).

Esses resultados sugerem entdo que a atividade dos compostos de extrato
aquoso das folhas de G. integrifolia contra bactérias Gram-negativas esta relacionada a
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sua capacidade de atuacdo sobre a permeabilidade da membrana celular desses micro-
organismos, apresentando-o portanto como um fitoterdpico promissor contra esses
patégenos.

Visto que, os trés extratos obtiveram a mesma agéo apresentando atividade apenas
na maior concentracdo contra a E. coli, a disponibilidade de radiagdo luminosa durante o
desenvolvimento das plantas de G. integrifolia pareceu ndo exercer influéncia sobre os
constituintes com potencial antimicrobiano presentes nas folhas, apesar da incidéncia de
luz solar ser um fator que afeta a producao dos compostos bioativos nos vegetais (YARZA,
1982). Isso demonstra, portanto, que essas substancias podem estar sendo produzidas
constitutivamente.

Conclui-se que os resultados obtidos no presente estudo vém contribuir para
descobertas farmacolégicas de espécies do género Gallesia, atuar na valorizacéo e resgate
da cultura popular e agregar importancia na preservacao da espécie G. integrifolia por se
tratar de uma planta com propriedades medicinais.
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144, 145, 146, 147, 151, 152, 153, 154, 155, 156
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